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要 :【 目 的 ] 明确 甘薯 蚁 象 Cylas formicarius 气味 结合 蛋白 (odorant binding protein, OBP) OBP8 的 
基因 表达 谱 及 与 配 体 化 合 物 的 结合 特性 。【 方 法 】 基 于 甘薯 蚁 象 成 虫 转 录 组 数据 ,利用 RT-PCR 方 
法 从 甘 莫 蚁 象 成 虫 触角 中 克隆 了 气味 结合 蛋白 OBP8 基因 ,并 进行 生物 信息 学 分 析 ; 采 用 qPCR 方 
法 测定 该 基因 在 甘蓝 蚁 象 成 虫 触 角 、 口 器 、 翅 和 趴 节 中 的 表达 谱 ; 构 建 原核 表达 载体 ,进行 诱导 表达 
及 蛋白 纯化 。 利 用 i ee 重组 蛋白 与 16 种 配 体 化 合 物 (1 种 性 信息 素 和 15 
种 植物 挥发 物 ) 的 结合 特性 。【 结 果 】 获 得 甘薯 蚁 象 气味 结合 蛋白 基因 Cfor0BP8(GenBank 登录 号 : 
W400 的 完整 ,其 开放 阅读 框 长 414 bp ,编码 138 个 氨基 酸 ,预测 分 子 量 为 15. 56 kD， 

等 电 点 为 4.71,N 末端 具有 21 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 序列 ,蛋白 序列 
CforOBP8 属于 Minus-C OBPs 亚 家 族 。 荧 光 定 量 PCR 结果 表明 ,CforOBP8 在 甘 莫 蚁 象 成 虫 触 角 中 
特异 性 表达 ,在 其 他 组 织 中 微量 表达 。SDS-PAGE 结果 显示 融合 蛋白 成 功 表 达 。CforOBP8 与 配 体 
化 合 物 的 结合 力 测试 表明 ,CforOBP8 与 性 信息 素 ( 玉 ) 22- 丁 烯 酸 顺 -(Z)-3 十 二 粮 基 酷 结合 能 力 最 
强 , 解 离 常数 K; 为 4.13 jmol/L; 其 次 与 5 种 植物 挥发 物 也 有 一 定 的 结合 能 力 , 依 次 为 乙酸 顺 -3- 己 


烯 酯 (K; =7.54 pmol/L) 、 柠 榜 烯 (KK, =15. 23 8 橙 花 


具有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 ， 


乞 醇 (KK, = 16. 31 jmol/L) 、 壬 醛 (K, = 


28.71 pmol/L) 和 茶 乙 醛 (K; =29.54 pmol/L) 。[【 结论 ]CforOBP8 可 能 是 甘 暮 蚁 象 性 信息 素 结合 蛋 
白 ,并 且 在 感受 性 信息 素 和 寄主 植物 挥发 物 的 过 
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Abstract: [Aim) This study aims to clarify the gene expression patterns of the odorant binding protein 


(OBP) OBP8 in Cylas formicarius and its ligand binding characteristics. 


【 Methods 】 Based on the 


transcriptome data of C. formicarius adults, the odorant binding protein OBP8 gene was cloned from the 


antenna of C. formicarius adults and subjected to bioinformatical analysis. The expression patterns of this 
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gene in adult antennae, mouthparts, wings and tarsi of C. formicarius were assayed by qPCR. 
Prokaryotic expression vector was constructed, and the recombinant protein was expressed and purified. 
The protein binding characteristics of the purified recombinant protein with 16 ligand compounds (one sex 
pheromone and 15 different plant volatiles ) were assayed by fluorescence competitive binding assay. 
[ Results)] CforOBPS8 (GenBank accession no. : MH549528) of C. formicarius was successfully cloned 
and sequenced. [Its open reading frame is 414 bp in length, encoding a protein of 138 amino acids with 
the predicted molecular weight of 15. 56 kD and the isoelectric point of 4.71. The N-terminal signal 
peptide of CforOBP8 consists of 21 amino acids. The mature protein possesses four conserved cysteines 
and can be classified into the Minus-C OBPs subfamily. The qPCR results showed that CforOBPS was 
specifically expressed in the antenna of C. formicarius adults and slightly expressed in other tissues. SDS- 
PAGE analysis showed that the fusion protein was successfully expressed. The binding affinity assay of 
CforOBPS to ligand compounds showed that CforOBPS8 had the strongest binding affinity to sex pheromone 
(Z)-3-dodecen-l-yl(E)-2-butenoate with the dissociation constant ( K,) of 4.13 pmol/L, and a certain 
binding affinities to five plant volatiles including (2 )-3-hexen-1-ol acetate, limonene, nerol, nonanal 
and phenylacetaldehyde, with the K,; values of 7.54, 15.23, 16.31, 28.71 and 29.54 pmol/L, 
respectively. 【 Conclusion】CforOBP8 might be a pheromone binding protein of C. formicarius and play 


dual roles in the perception of sex pheromones and plant volatiles. 
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昆虫 在 长 期 进化 过 程 中 ,其 嗅觉 系统 对 于 昆虫 
寻找 寄主 植物 .配偶 和 栖息 场所 等 行为 活动 至 关 重 
要 (Field et ow/.，2000) 。 昆 虫 气 味 结 合 和 蛋白 (odorant 
binding proteins ，OBPs) 是 一 种 低 分 子 量 蛋白 ,存在 
于 昆虫 嗅觉 感 絮 淋巴 液 中 ,能 溶解 并 运输 外 界 脂 浴 
性 分 子 , 穿 过 嗅觉 感 器 淋巴 液 到 达 嗅 觉 神经 元 树 突 
膜 上 的 气味 受 体 , 从 而 激活 信号 转 导 过 程 ( Leal， 
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生活 史 。 甘 暮 蚁 象 的 卵 、, 幼 虫 和 肾 3 个 虫 态 均 生活 
在 暮 块 中 ,只 有 成 虫 在 暮 块 外 完成 定位 补充 营养 寻 
找 配 偶 交 配 .选择 产 卵 场所 等 ,因此 成 虫 灵 敏 的 嗅觉 
系统 在 蚁 象 的 生存 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 前 人 
已 在 寄主 植物 挥发 物 鉴定 、 蚁 象 成 虫 电 生 理 活性 的 
挥发 物 组 分 的 筛选 等 方面 做 了 大 量 研究 (Wang et 
al., 2002; 机 小 俭 等 , 2017)。 昆虫 OBPs 是 设计 咱 














2013) ,对 于 昆虫 与 外 界 进行 信息 交流 具有 重要 意 
义 。 随 着 基因 组 和 转录 组 测序 技术 的 快速 发 展 ,已 
在 鳞 翅 目 直 翅 目 、. 鞘 翅 目 、 双 翅 目 . 半 却 目 、 膜 翅 目 

















觉 引 诱 剂 的 良好 靶 标 ,所 以 有 必要 对 嗅觉 气味 结合 
生理 功能 进行 研究 。 目 前 对 甘薯 蚁 象 嗅觉 相关 和 蛋白 
基因 功能 的 研究 甚 少 。 

















和 同 翅 目 7 个 目的 多 种 昆虫 触角 中 鉴定 到 大 量 的 
OBP 基因 ,同时 利用 获 光 竞争 结合 实验 测定 了 200 
多 种 昆虫 OBPs 的 结合 功能 (Zhou et al., 2009; Li et 
al., 2017)。 

甘薯 蚁 象 Cylas formicarius 叉 称 甘 莫 小 象 甲 , 隶 
属于 戎 怒 上 日 (Coleoptera) 三 锥 象 科 ( Brentidae) ,是 甘 
莫 上 的 重要 害虫 。 甘 莫 蚁 象 在 我 国 南方 费 区 发 生 较 
为 严重 ,广泛 分 布 于 福建 .广东 广西 海南 和 台湾 等 
甘薯 产 区 ( 王 容 燕 等 , 2015 ) 。 甘 暮 蚁 象 成 虫 咬 食 曹 
块 成 许多 小 孔 ,并 在 表皮 下 产 卵 ,而 且 嘲 食 甘蓝 的 茎 
划 与 叶柄 的 皮层 ,影响 甘薯 的 生长 发 育 。 其 幼虫 在 
昔 块 内 取 食 危害 最 为 严重 , 常 造 成 甘蓝 产量 损失 
20% 以 上 ,甚至 绝 产 ( 张 润 志 , 2015 ) 。 甘 薯 蚁 象 的 
寄主 范围 较 窗 ,只 能 在 甘薯 、 砂 隘 及 登 瓜 莫 上 完成 其 
































甘薯 蚁 象 转录 组 数据 分 析 显 示 , 甘 暮 蚁 象 OBP8 
基因 的 RPKM( reads per kilobase per million mapped 
reads) 值 在 上 肉 雄 虫 中 相对 较 高 。 为 深入 研究 
CforOBP8 的 功能 ,本 研究 通过 克隆 甘蓝 有 蚁 象 
CforOBP8 基因 ,利用 qPCR 分 析 其 组 织 表达 谱 , 通 过 
原核 表达 和 和 蛋白 纯化 获得 CforOBP8 重组 蛋白 ,利用 
奖 光 竞争 结合 实验 对 该 基因 的 功能 进行 了 初步 探 
讨 , 以 期 为 图 明 该 虫 嗅觉 识别 的 分 子 机 制 及 开展 甘 
警 蚁 象 行为 调控 技术 的 开发 和 应 用 英 定 基础 。 





















































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 


甘薯 蚁 象 种 群 采 自 福 建 靖 田 ,在 室内 用 甘薯 暮 
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块 饲养 。 饲 养 条 件 :温度 28 +0. 5% ,相对 湿度 55% ~ 
65% , 光 周 期 16L:8D。 
1.2 供 试 挥发 性 化 合 物 

选取 已 报道 甘薯 蚁 象 的 寄主 植物 甘 葛 茎 叶 及 慕 
块 中 主要 的 挥发 性 化 合 物 ( 王 桂 荣 等 , 2002; 贾 小 
俭 等 , 2017) 和 甘草 蚁 象 性 信息 素 组 分 (由 广东 省 农 
业 科学 院 植物 保护 研究 所 李 敦 松 研究 员 提 供 ) 共计 
16 种 可 能 与 甘 暮 蚁 象 行为 相关 的 气味 化 合 物 为 配 
体 ( 表 2) ,于 Sigma 公司 购置 各 配 体 化 合 物 分 析 纯 
样品 ,以 甲醇 为 溶剂 ,将 各 样品 配 成 1 mmolXL 的 溶 





液 ,贮藏 于 -20%C 的 冰箱 中 备用 。 
1.3 RNA 的 提取 和 cDNA 第 1 链 的 合成 

收集 甘 莫 蚁 象 瞧 雄 成 虫 触角 ` 口 器 、. 翅 和 路 节 ， 
其 中 触角 和 踢 节 各 收集 50 对 , 翅 20 对 , 口 器 20 枚 ， 
每 个 样品 3 次 重复 。 将 收集 到 的 样品 立即 用 液 氮 研 
制 成 粉末 ,参照 RNeasy Plus Mini Kit (全 式 金 , 北 
京 ) 提 供 的 说 明 书 提取 总 RNA。 经 1.2% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检测 总 RNA 的 完整 性 后 ,用 反 转 录 试 剂 盒 
(Clontech Co., 美国 ) 合成 cDNA 第 1 链 , -20C 保 
存 备用 。 












































表 1 引物 序列 及 用 途 
Table 1 Primers and its use 
引物 引物 序列 (5 -3 7) 引物 用 途 

Primers Primer sequences Use of primers 
Fl ATGATGGCCGGGAAATTGGT OBP8 片段 克隆 
R1 TTACAAACCGTGCTCTTCTCGG cDNA cloning of OBP8 fragment 
qActin-F TCTTGGGTATGGAAGCGTGT 
qActin-R GCGGTGATTTCCTTCTGCAT En 
qOBP8-F GACTGGCATCAGGAATGTTTGGA 
qOBP8-R AGAATATGTGCTCGTAGAACTTGTCG 中 
CforOBP8-F GGATCCATGATGGCCGGGA AATTGG 原核 表达 
CforOBP8-R AAGCTTCAAACCGTGCTCTTCTCGGTAG Prokaryotic expression 


下 划 线 表示 酶 切 位 点 。The restriction sites are underlined. 


1.4 ”甘草 蚁 象 OBP 基因 的 克隆 

以 1.3 节 合成 的 甘 暮 蚁 象 肉 虫 触角 cDNA 为 模 
板 ,根据 甘薯 蚁 象 转录 组 测序 注释 到 的 候选 OBP8 
基因 序列 设计 特异 性 引物 ( 表 1) , 扩 增 其 完整 编码 
序列 。PCR 反应 体系 15. 0 pL: ddH,0 6. 4 phL， 
cDNA 模板 0.5 pL, 2 xTaq Mix 7.5 pL, F/R 引物 
(10 umolL) 各 0.3 kL。 反应 条 件 : 94Y 预 变性 10 
min; 94% 变性 30 s, 5$5% 退火 30 s, 72% 延伸 40 s， 
30 个 循环 ;之 后 72% 延伸 5 min。 采 用 1.2% 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 检 测 PCR 产物 ,纯化 回收 目的 片段 。 回 
收 产 物 连接 至 pMD-18T( TaKaRa, 大 连 ) 载体 上 , 转 
化 至 大 上 肠 杆 菌 Kscherichia coli DHSa 中 , 涂 平 板 37%C 
倒置 培养 16 h 后 ,选取 阳性 单 克 隆 菌 液 送 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公司 进行 测序 。 
1.5 甘 暮 蚁 象 OBP 基因 序列 分 析 

利用 DNAMAN 4.0 软件 对 甘薯 蚁 象 OBP 基因 








蛋白 质 信 号 肽 ; 使 用 MEGA5. 0 软件 中 的 邻接 法 
(neighbor-joining method ，NJ method) 构建 系统 发 育 
树 ,进行 1 000 次 重复 构建 。 
1.6 qPCR 法 甘薯 蚁 象 OBP 基因 的 表达 谱 

以 1.3 节 合 成 的 雌雄 虫 触角 ` 口 器 `, 翅 和 路 节 各 
部 位 cDNA 稀释 至 100 ng/uL 作为 qPCR 的 模板 ,在 
ECO 实时 欧 光 定量 PCR 仪 (IHlumina Co., 美国 ) 中 
进行 。 根 据 甘 薯 蚁 象 触角 转录 组 数据 信息 , 找 出 内 
参 基 因 B-actin 序列 设计 一 对 特异 性 引物 ,qPCR 所 
用 引物 序列 见 表 1。 反 应 体系 为 10.0 pL: ddH,0 
4.0 nL, cDNA 模板 0. 6 LL, SYBR Premix Ex Taq 
(2 x ) 5.0 pL, 引物 qOBP8F/qOBP8R(10 umolL) 
各 0.2 pL。 采用 两 步 法 标准 程序 进行 扩 增 : 94%C 变 
性 2 min, 然后 进入 40 个 循环 ,循环 条 件 为 : 95% 变 
性 15 s, 60% 退火 并 延伸 1 min。 每 个 处 理 进 行 3 次 
生物 学 重复 , 以 ddHO 作为 空白 对 照 模 板 。 根 据 











进行 序列 比 对 ,BLAST 在 线程 序 (http : // www. ncbi. 
nlm. nih. gov/BLAST/) 搜索 同 源 序列 , 在线 软件 
(http : 人 www. Expasy. org/compute_pi/ ) 对 蛋白质 的 
分 子 量 和 等 电 点 等 基本 物理 性 状 进行 分 析 预 测 ; 
IPSORT 在 线程 序 ( http: /www. ipsort hge. jp/) 分 析 











2-^A% 值 法 (Schmittgen and Livak ,2008 ) 计算 不 同 
样品 中 甘草 蚁 象 OBP 基因 的 表达 量 差异 。 
1.7 甘 暮 蚁 象 OBP 基因 的 原核 表达 及 纯化 

使 用 带 有 Bam [ 和 下 nzd 亚 酶 切 位 点 的 引物 ( 表 
1) ,以 1.3 节 合 成 的 肉 虫 触角 cDNA 为 模板 进行 
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PCR 扩 增 并 纯化 回收 ,将 目的 片段 连接 到 pMD-18T 
载体 上 ,然后 转 入 大 肠 杆 菌 感受 态 细胞 DH5a 内 , 蓝 
白斑 第 选 后 送 去 测序 以 获得 序列 正确 的 质粒 。 将 重 
组 质粒 pMD-18T/Cfor0BP8 为 模板 进行 PCR 扩 增 
(反应 体系 及 条 件 同 1.4 节 ), 扩 增产 物 纯化 回收 后 
连接 到 pEasy-E1-Blunt 表达 载体 上 ,转化 到 DH5a 
感受 态 细 胞 内 ,经 筛选 获得 测序 正确 的 重组 质粒 并 
转 入 到 BL21( DE3 ) 表 达 菌 株 中 ,培养 后 挑 取 单 菌落 
于 5 mL 的 LB 培养 基 ( 含 Amp 50 jpg/mL) 中 ,37%C 
过 夜 振荡 培养 ,次 日 将 培养 后 的 菌 液 按 1: 100( v/v) 
的 比例 接种 到 新 鲜 的 LB 培养 基 中 ,37% 振荡 培养 
至 0D 值 为 0.6~0.8 之 间 , 加 入 IPTG 终 浓 度 为 1 
mmol/L, 37%C 180 r/min 诱导 6 h。 

离心 收集 诱导 好 的 含 重组 CforOBP8 质粒 的 菌 
体 ,在 4% 条 件 下 加 入 裂解 液 重 悬 菌 体 超声 破碎 ， 
12 000 r/min 离心 10 min ,分 别 取 上 清 及 沉淀 进行 
SDS-PAGE 电泳 检测 。 人 参照 Ni-Agarose His 标签 蛋 
白 纯 化 说 明 书 进行 亲 和 层 析 和 蛋白 纯化 ,纯化 后 利用 
重组 肠 激 酶 ( 索 莱 宝 ,北京 ) 切 除 His-tag, 再 次 纯化 
后 用 超 滤 凝 缩 管 (Millipore ,截留 分 子 量 为 10 kKD ,上 
海 ) 定 量 至 1 mg/mL, 置 于 -80% 备用。 
1.8 荧光 竞争 结合 实验 

在 20 mmol/L 的 Tris-HCI(pH 7.4) 绥 冲 液 中 加 
入 目的 蛋白 CforOBP8 , 配 成 一 定 浓度 的 母液 备用 ; 
配 体 化 合 物 ( 表 2) 及 葡 光 探 针 1-NPN( Sigma Co., 德 
国 ) 分 别 溶 于 甲醇 溶液 中 , 配 成 1 mmolL 的 母液 
备用 。 

先 测定 目的 蛋白 CforOBP8 与 1-NPN 的 结合 
线 : 向 20 mmolL 的 Tris-HCl 缓冲 液 (pH 7.4) 中 加 
入 终 浓度 为 2 hmolL 目的 蛋白 ,然后 依次 加 入 1， 
2, 4,6, 8, 12, 16 和 20 umolML 荧光 探 针 1-NPN ， 
充分 反应 2 min 后 测定 和 记录 其 荧光 强度 并 计算 和 蛋 
白 与 1-NPN 的 解 离 常数 K;。 然 后 测定 CforOBP8 与 
气味 配 体 的 结合 常数 :加 入 2 pmol/L CforOBP8 和 蛋 
白 溶液 和 2 umolL 奖 光 探 针 1-NPN ,在 相同 条 件 下 
记录 初始 殉 光 值 ,再 将 被 测 气味 物质 按 终 浓度 2, 4， 
6, 8, 10, 12, 16 和 20 kmolL 的 浓度 梯度 加 入 到 
1-NPN 和 和 蛋白 的 混合 液 中 ,每 次 加 入 后 反应 2 min， 
记录 欧 光 值 。 每 样品 实验 重复 3 次 。 假 设 甘 暮 蚁 象 
OBP 重组 蛋白 CforOBP8 活性 为 100% ,日 在 饱和 状 
态 时 其 与 配 体 的 结合 比例 为 1: 1 ,然后 根据 ICa( 欧 
光 值 下 降 到 初始 荧光 值 一 半 时 配 体 化 合 物 的 浓度 ) 
计算 配 体 与 蛋白 的 解 离 常 数 (K;)。 公 式 为 K; = 
[1C;0 ]/(1+[1-NPN]/K,ww) (Ban et al., 2003) ,其 

























































































中 [1-NPN ] 为 未 结合 的 1-NPN 浓度 ,Kiwpy 为 1-NPN 
与 CforOBP8 和 蛋白 的 解 离 常数 。 
1.9 数据 分 析 

基因 表达 量 数据 采用 SPSS19. 0 软件 进行 统计 
分 析 ,OBP8 在 成 虫 不 同 组 织 间 的 表达 量 差异 用 单 
因素 方差 分 析 (ANOVA) 及 LSD 法 进行 检验 ,在 上 峻 
雄 间 的 表达 量 差异 用 独立 样本 :检验 (independent 
samples t-test) 检测 。 














2 结果 


2.1 甘薯 蚁 象 气味 结合 蛋白 基因 的 克隆 与 序列 分 析 

克隆 获得 甘 慕 蚁 象 气味 结合 蛋白 基因 ,命名 为 
Cfor0BP8( GenBank 登录 号 : MH549528 ) 。 序列 分 
析 显 示 , Cfor0BP8 基因 开放 阅读 框 (ORF ) 长 414 
bp , 编码 138 个 氨基 酸 , 预测 分 子 量 为 15. 56 kD , 等 
电 点 为 4.71,N 末端 有 21 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 ， 
含有 4 个 保守 的 半 胱 氮 酸 残 基 , 属 于 Minus-C OBPs 
家 族 和 蛋白 (图 1)。 

选用 蒜 怒 目 其 他 昆虫 的 Minus-C OBP 与 甘薯 蚁 
象 CforOBP8 共 建 系统 发 育 树 ( 图 2) ,结果 显示 : 
CforOBP8 与 华山 松 大 小 罕 Dendroctonus armandi 
DarmOBP5 聚集 在 同一 进化 支 上 ，CftorOBP8 与 
DarmOBP5 的 同 源 性 最 高 ,氨基 酸 序列 一 致 性 为 
53.0% 。 
2.2 甘 暮 蚁 象 CGforOBP8 的 组 织 表达 谱 

利用 qPCR 测定 了 CjorOBP8 在 雌雄 成 虫 中 的 
组 织 分 布 水 平 (图 3) 。 结 果 显 示 , Cfor0BP8 在 肉 雄 
成 虫 不 同 组 织 中 均 有 表达 ,但 在 触角 中 的 表达 量 最 
高 ,显著 高 于 其 他 组 织 (P <0.05)。Gfor0BP8 在 上 肉 
虫 触角 中 的 表达 量 分 别 是 口 器 、 踪 节 、 怒 中 表达 量 的 
7.9, 31.6 和 30.7 售 , 在 雄 虫 触角 中 的 表达 量 分 别 
是 口 器 .中 节 、 翅 中 表达 量 的 20.0, 50.0 和 2.5 倍 。 
Cfor0BP8 在 触角 \ 口 器 和 踢 节 中 的 表达 量 在 肉 雄 间 
差异 不 显著 (P >0. 05 ) ,但 在 翅 中 雄 虫 的 表达 量 显 
著 高 于 肉 虫 的 (P=0.001) 。 
2.3 ”CforOBP8 蛋白 的 原核 表达 与 纯化 
重组 质粒 pEASY-E1-Cfor0BP8 转 和 人 表达 菌株 
BL21(DE3 ) 经 IPTG 诱导 出 目的 蛋白 。SDS-PAGE 
电泳 检测 目的 蛋白 主要 以 包涵 体形 式 表 达 , 通 过 尿 
素 变性 纯化 及 透析 复 性 后 用 重组 肠 激 酶 切除 His- 
tag 标签 , 对 切除 标签 后 的 蛋白 进行 再 次 纯化 ,在 15 
kD 左右 处 出 现 预期 的 单一 条 带 , 用 于 效 光 竞争 结合 
实验 (图 4)。 
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1 ATGATGGCCGGGAAATTGGTTTCAGTGTTCTGTGTTTTGTTCGTGGTTGTCACCGTAAGT 
1 Mu MOANR eG RIeD US EGY TL EVV I TS 
61 ACCGCCCCGGTCGACGAGAAGCAAAGGAAAAAGGTTATCGACTGGCATCAGGAATGTTTG 
21 TR Pp VD SE FOR KR ES VAT DW EH QE [|] 
121 GACATGCACGGTGTCGAGGTCGAAGTCCTAGTGCAAGCCCTGGAAGGAACCGTACCCGAC 
41 D. -MH CG WE VE VV LY NO MN LD EG TY BD 
181 GACGACAAGTTCTACGAGCACATATTCTGCGCAGCCAAAAAGGCAAAAGTAATGGACGAC 
61 DDK FYE HIF[cAaAArKrKAKVMDD 
241 GACGGTACCGTCACCGTAGACTTGTTCGAAGAGAACATGAAAGACGTCATCGACCCGCAC 
81 DY 'G: AT IN HT YD, TE EE NM KR D. eV “1D BiH 
301 AACATGGCCAGGGTTTCCGGCATTATACGGAAATGCCTCATCCAAAGGGACTCCATCATG 
101 WM RR NE Re 
361 GAAACCATCAGAAACTCGGTCGATTGTTTCTACCGAGAAGAGCACGGTITTGTAA 
121 bE AT Rn 

图 1 甘 莫 蚁 象 CorOBP8 核 苷 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 

Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of CforOBP8 of Cylas formicarius 





下 划 线 表示 预测 的 信号 肽 , 方 框 内 
boxed . 





图 2 


表示 保守 的 半 胱 氨 酸 。The predicted signal peptide sequence is underlined ，and the conserved cysteines are 
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甘 暮 蚁 象 与 精 怒 目 其 他 昆虫 基于 OBPs 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 ( 邻接 法 ) 




















Fig. 2 Phylogenetic tree of OBPs from Cylas formicarius and other insects of Coleoptera based on the 


amino acid sequence (neighbor-joining method ) 


OBPs 来 源 物种 及 GenBank 登录 号 Origin species of OBPs and their GenBank accession numbers: 华山 松 大 小 过 Dendroctonus armandi ( DarmOBP5 : 














ALM64967.1); 花 绒 寄 昌 





Dastarcus helophoroides ( DhelOBP21: AIX970670. 1); 大 猿 时 甲 Colaphellus bowringi ( CbowOBP4: ALR72492. 1; 


ChbowOBP5 : ALR72493. 1; CbowOBP13: ALR72501. 1; CbowOBP22 ; ALR72510. 1 ) ; 云 斑 天 和 牛 Batocera horsfieldi ( BhorOBP1: AHA33382. 1P) ; 稻 














水 象 


parallela (HparOBPS : AKI84363.1; 








Lissorhoptrus oryzophilus ( LoryOBP1 : AHE13800.1); 松 墨 天 牛 Monochamus alternatus( MaltOBP5 : AIX97020. 1); 暗黑 鳃 金龟 Holotrichia 








HparOBP16 : AKI84374. 1; HparOBP29 : ALP75942.1). 图 中 数字 为 bootstrap 检验 值 ,1 000 次 重复 ,标尺 示 


遗传 距离 。Numerals in the figure are bootstrap values with 1 000 replicates. The scale bar indicates the genetic distance. 


2.4 ”CforOBPS 与 气味 配 体 的 结合 能 力 分 析 








通过 Scachard 方程 对 











合 曲 线 进行 线性 化 ,计算 出 该 蛋白 与 1-NPN 的 解 离 
5: A) 。 采 用 荧光 竞争 结 
16 种 配 体 化 合 物 的 


常数 为 3.911 pmol/L( 图 
合 实验 测定 CforOBP8 与 


力 最 强 , 解 离 常 数 K; =4. 13 pmol/L, 其 次 ,与 乙酸 
顺 3- 己 烯 醋 . 柠 榜 烯 、 检 花 醇和 王 醛 和 茶 乙 醛 具有 一 
定 结合 能 力 , 其 解 离 常 数 Ki; 分 别 为 7.54,，15. 23， 
16.31, 28.71 和 29.54 umol/L, 与 十 一 烧 、 蒜 甲醛 、 
罗勒 燃 不 能 结合 ,与 其 他 7 种 气味 分 子 的 结合 能 





CforOBP8 与 1-NPN 的 结 








十 人 全 
结合 能 








力 ( 图 5: B, 表 2) ,结果 显 








组 分 (£) 了 2- 丁 烯 酸 顺 -( 2) 


示 ,CforOBPS 与 性 信息 素 
-3 十 二 烯 基 酯 的 结合 能 


较 弱 (K >30 umolML) 。 
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An Mo Ta Wi 
组 织 Tissues 
3 ”Cfor0BP8 在 甘薯 蚁 象 成 虫 不 同 
组 织 中 的 表达 量 
Fig. 3 Expression levels of CforOBPS in different 





四 











tissues of Cylas formicarius adults 
An: 触角 Antenna; Mo: 口 器 Mouthparts; Ta: 中 节 Tarsus; Wi: 翅 
Wing. 柱 上 不 同 小 写字 母 和 大 写字 母 分 别 表 示 雌 虫 和 雄 虫 不 同 组 
织 间 的 表达 量 差异 显著 (LSD 多 重 比较 , P< 0. 05) ,而 柱 上 星 号 
表示 同一 组 织 雌雄 虫 之 间 的 表达 量 差 异 显 著 (! 检验 , P<0.05 ). 


Different lowercase and capital letters above bars indicate significantly 








different expression levels among different tissues of the female and 
male, respectively (LSD multiple comparison, P <0.05), while the 
asterisk above bars indicates significantly different expression levels 


between female and male in the same tissue (t-test, P <0.05). 
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4 ”甘薯 蚁 象 CforOBP8 重组 蛋白 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 4 SDS-PAGE analysis of recombinant CforOBP8 
of Cylas formicarius 

M: 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1: 未 经 IPTG 
诱导 的 pEASy/ CforOBP8 ( Expressed product of pEASY/ CforOBP8 
non-induced by IPTG ); 2: 经 IPTG 诱导 的 pEASY/Cfor0OBP8 
( Expressed product of pEASY/CforOBPS8 induced by IPTG ); 3: 
PEASY/Cfor0BP8 经 超声 破碎 后 的 上 清 Supermatant of pEASY/ 
CforOBP8 after sonication; 4: pEASY/Cfor0BP8 经 超声 破碎 后 的 沉 
淀 Pellet of PEASY/ CforOBPS after sonication; 5 : 纯化 的 CforOBP8 
组 蛋白 Purified recombinant protein CforOBP8; 6: 重组 肠 激酶 切 
除 His-tag 标签 后 的 CforOBP8 蛋白 Purified CforOBP8 with His-tag 
removed by recombinant enterokinase. 箭头 指示 目的 条 带 。The 














target bands are marked by arrows. 


表 2 甘薯 蚁 和 象 CforOBP8 重组 蛋白 与 配 体 的 结合 能 力 
Table 2 Binding abilities of recombinant CforOBPS from Cylas formicarius with different ligands 














气味 标 样 CAS 登记 号 IC ( pmol/L) K (pmol/L) 
Volatiles CAS registry number 
植物 挥发 物 Plant volatiles 
十 一 烷 Undecane 1120-21-4 一 一 
检 花 醇 Nerol 106-25-2 22.92 16.31 
香 叶 醇 Geraniol 106-24-1 65.17 42.30 
芳 樟 醇 Linalool 78-70-6 52.96 38.44 
乙酸 - 顺 -3- 已 烯 酯 (Z)-3-Hexen-1-ol acetate 3681-71-8 10.36 7.54 
葵 甲 醛 Benzaldehyde 100-52-7 加 - 
葵 乙 醛 Phenylacetaldehyde 122-78-1 40.71 29.54 
千 醋 Nonanal 12419-6 39.56 28.71 
罗勒 烯 Ocimene 13877-91-3 一 - 
柠檬 烯 Limonene 138-86-3 20.98 15.23 
o- 菠 烯 a-Pinene 7785-70-8 42.51 30. 85 
获 烯 Camphene 565-00-4 46.71 33.90 
厦 草 烯 Humulene 26259-79-0 64.58 46. 87 
石竹 烯 Caryophyllene 87-44-5 72.73 52.78 
法 尼 烯 Farnesene 502-614 31.42 31.80 
性 信息 素 Sex pheromone 

(E)-2- 丁 烯 酸 顺 -(2Z)-3 十 二 烯 基 酯 

104086-73-9 5.69 4.13 


(Z)-3-Dodecen-l-yl( E)-2-butenoate 


ICso: 结合 50% 1-NPN 时 的 化 合 物 浓度 Concentration of compounds binding with 50% 1-NPN; - : 无 法 计算 出 
Not detectable; K;: 蛋白 与 化 合 物 的 竞争 解 离 常 数 Competitive dissociation constant of a protein with a 


compound . 
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图 5 重组 蛋白 CforOBP8 与 1-NPN 及 配 体 的 结合 曲线 
Fig. 5 Binding curves of the recombinant protein CforOBPS to 1-NPN and ligands 
A: CforOBP8 与 1-NPN 的 结合 曲线 及 Scatchard 线性 方程 Binding curve and Scatchard plot of CforOBP8 to 1-NPN; B: CforOBP8 与 气味 标 样 的 结合 











1 线 Competitive binding curves of CforOBP8 to selected ligands. 








3 讨论 


OBPs 是 昆虫 识别 .运输 外 界 信息 物质 的 首要 元 
素 ,是 实现 不 同 气 味 信 号 辨别 和 传递 的 重要 因子 
( 王 桂 荣 等 , 2002) 。 本 研究 基于 甘薯 蚁 象 转录 组 测 
序 结果 ,克隆 了 气味 结合 蛋白 基因 ClorOBP8 ,序列 
分 析 显 示 , Cfor0BP8 基因 编码 的 氨基 酸 N 末端 有 
21 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 ,为 外 分 泌 和 蛋白; 
CforOBP8 具有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 , 符合 
Minus-C OBPs 家 族 和 蛋白 的 特征 (Li et al., 2017)。 
在 系统 进化 树 中 CforOBP8 与 Darm0BP5 的 亲缘 关 
系 最 近 , 且 序 列 比 对 结果 显示 , Cfor0BP8 与 
Darm0BPS 的 相似 性 最 高 ,氨基 酸 序列 一 致 性 为 
53. 0% 。 从 一 定 程度 上 说 明 亲 缘 关 系 越 近 ,OBPs 间 
的 序列 相似 性 越 高 ,而 Gfor0BP8 与 Darm0BP5 可 能 
为 亲缘 较 近 , 则 序列 相似 性 最 高 ,同时 在 嗅觉 识别 
过 程 中 也 具有 相似 的 功能 。 

昆虫 的 基因 表达 谱 分 析 在 一 定 程度 上 是 反映 其 
基因 功能 的 重要 途径 ( 李 兆 群 等 , 2017) ,本 研究 中 
CforOBPS 在 肉 雄 成 虫 触角 \ 口 絮 、 踪 节 、 计 中 均 有 表 















































达 , 但 在 触角 中 的 表达 量 最 高 ,显著 高 于 其 他 组 织 ， 
说 明 Gfor0BP8 基因 主要 在 触角 中 高 表达 或 特异 性 
表达 。 除 触角 外 ,昆虫 其 他 组 织 也 分 布 有 嗅觉 或 味 
觉 感 器 ,可 能 与 寄主 植物 的 定位 和 选择 有 关 ( Li et 
al., 2013) 。 在 甘 葛 蚁 象 雄 虫 中 除 触 角 外 ,OBP 在 起 
上 也 有 和 较 高 的 表达 量 , 类 似 结果 在 其 他 昆虫 中 也 有 
报道 (Ma et al., 2016; Sun et al., 2016) 。OBP 基因 
的 肉 雄 虫 偏向 表达 ,可 能 在 昆虫 识别 性 信息 素 或 借 
助 寄 主 挥发 物 来 寻找 配偶 及 寄主 等 过 程 中 发 挥 一 定 
的 作用 (Li et al., 2015 ) ,CjorOBP8 在 雄 成 虫 怒 中 的 
表达 量 明显 高 于 肉 成 虫 翅 中 的 表达 量 , 该 结果 很 可 
能 与 雄 虫 在 飞行 中 识别 环境 中 的 气味 .寻找 配偶 ` 交 
配 等 行为 有 关 。 

本 研究 采用 荧光 欧 争 结合 实验 测定 CforOBP8 
与 来 自 甘 暮 等 植物 的 15 种 气味 物质 及 1 种 性 信息 
素 组 分 的 结合 能 力 。 结 果 显 示 CforOBP8 与 其 中 7 
种 配 体 化 合 物 的 结合 能 力 较 弱 (K; >30 nmol[L) ， 
与 6 种 配 体 化 合 物 有 一 定 的 结合 能 力 (K < 30 
hmol/L) ,表明 CforOBP8 的 气味 化 合 物 结合 谱 较 
窗 。 在 结合 的 6 种 配 体 化 合 物 中 ,CforOBP 与 性 信 
息 素 的 结合 能 力 最 强 ,说 明 CtorOBP8 行使 的 功能 
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偏向 性 信 素 结合 蛋白 ,能 够 参与 甘薯 蚁 象 信息 素 识 
别 ,特别 是 在 雄 虫 寻找 配偶 过 程 中 发 挥 重 要 的 作用 。 
有 研究 发 现 ,气味 化 合 物 的 碳 链 长 短 与 蛋白 结合 的 
能 力 有 关 ,在 一 定 范围 内 , 随 着 碳 原 子 数量 的 增加 ， 
气味 分 子 与 蛋白 的 结合 能 力 越 弱 ( 房 迟 琴 等 , 2016; 
王 超群 等 , 2017) 。 本 研究 中 与 CforOBP8 结合 能 力 
较 强 的 化 合 物 依次 为 乙酸 顺 -3- 己 烯 酯 (8C) 柠檬 烯 
(10C) . 橙 花 醇 (10C) \ 壬 醛 (9C) 和 茶 乙 醛 (8C), 表 
明 CforOBP 与 配 体 结合 能 力 和 碳 链 的 长 短 关 系 不 
明显 。 乙 酸 顺 -3- 己 烯 酯 .柠檬 烦 和 橙 花 醇 是 甘薯 蚁 
象 寄主 的 主要 挥发 物 (机 小 俭 等 , 2017 ) ,对 成 虫 有 
明显 的 电 生 理 反应 和 行为 活性 ,这 些 配 体 化 合 物 与 
CforOBP8 有 一 定 的 结合 活性 (K; <30 kmol[L) ,其 
次 为 醛 类 物质 和 王 醋 (28. 71 pmol/L) 和 茶 乙 本 
(29. 54 pmol/L) ,有 报道 醛 基 在 触角 感 需 淋 巴 液 中 
溶解 度 较 高 ,更 容易 被 昆虫 识别 ( 程 小 娟 等 , 2016 ) 。 
CforOBP8 与 7 种 配 体 化 合 物 的 结合 能 力 较 弱 (K; > 
30 kmol/L) ,其 至 与 3 种 配 体 化 合 物 不 能 有 效 地 结 
合 ,我们 推测 CforOBP 与 寄主 植物 挥发 物 有 明显 的 
选择 结合 特性 ( Manoharan et al., 2013 ) ,也 可 能 是 甘 
暮 蚁 象 需要 依靠 多 种 OBPs 的 协同 作用 对 寄主 挥发 
物 进 行 识别 . 产 卵 .危害 等 。 

综 上 所 述 ,CforOBP8 很 可 能 是 一 个 性 信息 素 结 
合 蛋 白 ,在 甘薯 蚁 象 识别 寄主 和 寻找 配偶 过 程 中 发 
挥 重要 作用 。 研 究 结果 显示 , CforOBP8 与 1 种 性 信 
息 素 和 5 种 植物 挥发 物 有 一 定 的 结合 能 力 ,这 为 甘 
昔 蚁 象 引诱 剂 或 驱 避 剂 的 开发 提供 了 理论 基础 。 另 
外 ,需要 进一步 通过 RNA 干扰 等 现代 分 子 技术 ,项 
除 或 沉默 甘薯 蚁 象 体内 的 Cfor0BP8 ,来 进一步 验证 
该 基因 的 功能 。 
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